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封面图说: 白鹭展翅为梳妆,玉树临风巧打扮———这是大白鹭繁殖期时的美丽体态。 大白鹭体羽全白,身长 94—104cm,寿命
20 多年。 是白鹭中体型最大的。 繁殖期的大白鹭常常在湿地附近的大树上筑巢,翩翩飞舞吸引异性,其繁殖期背部
披有蓑羽,脸颊皮肤从黄色变成兰绿色、嘴由黄色变成绿黑色。 大白鹭是一个全世界都有它踪迹的广布种,一般单
独或成小群,在湿地觅食,以小鱼、虾、软体动物、甲壳动物、水生昆虫为主,也食蛙、蝌蚪等。

彩图提供: 陈建伟教授摇 国家林业局摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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长期施肥对稻田土壤固碳功能菌群落结构

和数量的影响

袁红朝1,2,秦红灵1,刘守龙1,童成立1,葛体达1,魏文学1,吴金水1,*

(1. 中国科学院亚热带农业生态过程重点实验室,长沙摇 410125;2. 中国科学院研究生院,北京摇 100049)

摘要:微生物固碳在减缓全球气候变化、实现人类可持续发展方面具有重要的意义,通过揭示长期不同施肥制度对土壤固碳细

菌的影响规律,可以为我国稻田土壤科学施肥,稻田固碳和温室气体减排的共轭双赢作用提供重要的理论依据。 以湖南宁乡国

家级稻田肥力变化长期定位试验为平台,采用 PCR鄄克隆测序和实时荧光定量(Real鄄time)PCR 技术,研究不施肥(CK),氮磷钾

肥(NPK)和氮磷钾加秸秆还田(NPK plus crop residue return; NPKS)3 种长期施肥制度对稻田土壤固碳细菌群落结构及数量的

影响。 通过分析固碳细菌 cbbL 基因文库发现,长期施肥导致土壤固碳细菌种群结构产生了明显差异,NPK 和 NPKS 处理中兼

性自养固碳菌群落优势增加而严格自养固碳菌生长受到抑制。 LUBSHUFF 软件统计分析显示 cbbL 基因文库在 CK、NPK 及

NPKS 处理间均存在显著性差异。 3 种施肥处理的稻田土壤细菌 cbbL 基因拷贝数为 3. 35伊108—5. 61伊108 / g 土,施肥后,土壤细

菌 cbbL 基因数量增加,其中 NPKS 处理 cbbL 数量最多,是 CK 处理的 1. 5 倍左右。 稀疏曲线则显示长期施化肥导致细菌 cbbL 基

因多样性高于 NPKS,而 NPKS 高于 CK。 上述结果表明了长期施肥对土壤固碳细菌群落结构,多样性及数量均有显著的影响。

结果可为深入探讨稻田土壤微生物固碳潜力及其影响机理提供有力的依据。

关键词:稻田土壤;施肥;多样性;cbbL 基因;实时定量 PCR

Abundance and composition of CO2fixating bacteria in relation to long鄄term
fertilization of paddy soils
YUAN Hongzhao1,2, QIN Hongling1, LIU Shoulong1, TONG Chengli1, GE Tida1, WEI Wenxue1, WU Jinshui1,*

1 Key Laboratory of Agro鄄ecological Processes in Subtropical Region, Institute of Subtropical Agriculture, Chinese Academy of Sciences, Changsha

410125, China

2 Graduate University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China

Abstract: CO2 fixation is the central mechanism of primary production in almost all ecosystems, and plays a major role in
regulating the concentration of atmospheric CO2 . Carbon dioxide accounts for about 50% of the current global warming
potential. Soil microorganisms that assimilate CO2 are widely distributed, and have a great ability to adapt to environmental
extremes, such as within volcanic sediments, lake wetlands and the submarine realm. Microbial CO2 assimilation is of great
significance to climate change mitigation and sustainable development for human beings.

It has now been well established that atmospheric concentration of CO2 can be reduced significantly by adopting
management practices to enhance CO2 sequestration (storage) in cropland soils. Among the approaches for increasing CO2

sequestration of croplands are soil fertilization management practices, such as returning crop residues to the soil, planting
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temporarily retired land with grass for stabilization, and integrating nutrient management strategies to diversified cropping
systems.

Paddy soils are distributed widely throughout the world, and generally are known for their production of greenhouse
gasses ( N2 O and CH4 ). Numerous studies have used molecular techniques to investigate these microbial driving
mechanisms. However, few studies have addressed the importance of microbial CO2 fixation processes in paddy soils.
Investigation of the impacts of long鄄term fertilization on the structure and abundance of CO2 assimilating bacteria in paddy
soils can provide a theoretical basis for the application of information on fertilization of paddy鄄rice fields. This type of
research also may benefit the reduction of greenhouse gas emissions and increase carbon sequestration.

Although carbon fixating microorganisms exhibit a wide range of physiological and ecological traits, most photo鄄 and
chemoautotrophic bacteria use ribulose鄄1,5鄄biphosphate carboxylase / oxygenase (RubisCO), which catalyzes the first rate鄄
limiting step in the Calvin cycle to incorporate atmospheric CO2 . The cbbL gene, which encodes the large subunit of the
form I RubisCO is especially useful as a functional marker for significant phylogenetic analyses of CO2 fixating
microorganisms in different ecological systems.

In this study, soil samples were collected from a long鄄term fertilization experiment, which included a station that
received no fertilization (CK), one treated with chemical fertilization (NPK), and one with NPK plus crop residue return
(NPKS). The abundance, diversity, and composition of soil鄄CO2 fixating bacteria were determined using Polymerase Chain
Reaction (PCR), cloning and sequencing, and real鄄time quantitative PCR of the cbbL gene to explore the effects of long鄄
term fertilization on the structure and abundance of the CO2 fixation bacterial community. Based on sequence libraries of
cbbL genes, our results clearly demonstrate that there was a significant response difference in community composition with
respect to long鄄term fertilization regimes. A total of 165 cbbL genotypes from three different treatment soils were divided into
14 bacterial cbbL gene phylotypes, mainly including Bradyrhizobium, Ralstonia, and Thiobacillus. Facultative autotrophic
bacteria, such as Bradyrhizobium and Ralstonia, dominated both in NPK and NPKS treatment soils, while growth of the
obligate autotrophic bacteria, such as Thiobacillus and Nitrosospira, were suppressed. LUBSHUFF statistical analyses also
demonstrated that cbbL gene libraries of CK, NPK and NPKS treatments were significantly different from one another. The
Rarefaction curve indicated that fertilizer addition increases cbbL gene diversity. Thus, the NPK treatment had the highest
curve. The abundance of the bacterial cbbL gene ranged from 3. 35 伊108—5. 61 伊108 copies g-1 soil. Crop residue return
NPKS had the highest abundance of bacterial cbbL gene, which was about one half the value of CK. Finally, application of
chemicals and organic fertilizers in paddy ecosystems significantly influenced the CO2 fixating bacterial community structure,
and increased bacterial abundance and diversity. These results provide a strong basis for further investigation of fertilization
on soil carbon sequestration potential and its related microbial mechanisms.

Key Words: paddy soil; fertilization; diversity; cbbL gene; real鄄time PCR

二氧化碳是对温室效应贡献最大的气体,占总效应的 50%左右。 如何减缓大气“温室效应冶是全球环境

问题中最重要且亟待解决的问题之一。 目前,大多数科学家认为,通过合理利用土地,采取科学化的农田管理

模式包括施用氮肥,免耕和保护性耕作,灌溉和秸秆还田等 6 项农田土壤固碳措施,可以提高陆地生态系统固

碳能力,从而达到降低大气 CO2浓度,减缓全球变暖的目的,其中秸秆还田可能是最具前景的农田土壤固碳措

施之一[1鄄5]。 生物固碳是陆地生态系统中最直接有效的二氧化碳固定途径,其中具有固碳功能的微生物分布

广泛,它们有很强的环境适应能力,从整个生物圈的物质、能量流来看,二氧化碳的微生物固定是一支绝不容

忽视的生物固碳力量[6鄄7]。 因此,研究微生物固定二氧化碳的生态环境效应具现实意义。 虽然,固碳细菌不

是分类学上的特定类群,并且广泛分布在众多种属中,但大部分的光能自养生物和化能自养生物通过卡尔文

循环固定 CO2
[8],cbbL 基因编码的核酮糖鄄1, 5鄄二磷酸梭化酶 /加氧酶(RubisCO)是卡尔文循环中的关键酶,
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该酶催化卡尔文循环中的第一步 CO2固定反应[9]。 因此,cbbL 基因也被许多学者用于环境样品的固碳细菌多

样性研究,研究热点从水生生态环境和光合细菌延伸到了陆地生态系统[10鄄11]。 Tolli 和 King[12]2003 年研究不

同陆地生态系统及种植制度和土壤深度中固碳细菌群落结构和多样性的变化规律,结果发现固碳细菌群落受

植被类型和土地利用方式的影响。 Selesi[8]等在种植小麦的土壤中发现,施用化学肥料和混合堆肥后 cbbL 基

因群落组成和多样性发生了明显改变。 目前,基于固碳细菌 cbbL 基因的分子生态学研究主要集中在旱作系

统,对于稻田土壤,特别是不同施肥制度对稻田土壤固碳细菌群落及多样性影响的研究未见报道。 我国稻田

面积为 340 多万公顷,以其淹水或者干湿交替的特殊田间水分管理方式而显著区别于旱地土壤,是目前农田

生态系统中受人为干扰最大,最活跃的碳库之一。 本研究利用长期定位施肥试验,探讨不同施肥管理条件特

别是施用化肥和秸秆还田对土壤固碳细菌群落结构和数量的影响,以期通过优化田间管理,调节土壤细菌群

落结构,增加固碳微生物优势种群,减少氧化亚氮,甲烷等温室气体的排放,实现稻田土壤固碳和减排的双赢。
1摇 材料与方法

1. 1摇 试验方案及样品采集

湖南省宁乡的国家级稻田土壤肥力变化长期定位监测点(112毅18忆E,28毅07忆N)试验始于 1987 年,供试土

壤为河流冲积物发育的水稻土。 施肥试验开始前土壤的基本肥力性状:土壤有机碳 17. 34 g / kg,全氮 1. 76 g /
kg,全磷 0. 56 g / kg,碱解氮 144. 1 mg / kg,有效磷 12. 87 mg / kg,pH 5. 2。 本研究采集不施肥对照(CK),氮磷钾

(NPK)和氮磷钾加秸秆还田(NPK plus crop residue return;NPKS)3 个处理。 大田试验详细情况及化肥施用量

等参数见文献[13]。 土壤样品采于 2009 年 9 月份(土壤处于淹水期),每个处理分 3 个小区分别采样,小区面

积为 22. 2 m2,采用 5 点取样法取(专用的稻田土采样器)表层 0—15 cm 土壤并混匀。 一部分土壤样品(约
200 g)用液氮冷冻后-80益保存,供分子生物学研究,另一部分土壤样品供常规分析,土壤样品的基本理化性

状见表 1。
1. 2摇 土壤微生物总 DNA 的提取

参照 Porteous 等[14]的方法,采用 SDS鄄GITC鄄PEG 法,并作适当修改[15]。 所提取的土壤总 DNA 的浓度和

纯度用紫外分光光度计测定(Nanodrop, PeqLab, Germany)。
1. 3摇 土壤固碳功能基因 cbbL 克隆、测序及多样性分析

cbbL 基因上游引物为 K2f[12]:5忆鄄ACC A[C / T]C AAG CC[G / C] AAG CT[C / G] GG鄄3忆,下游引物 V2r :5忆鄄
GCC TTC [C / G]AG CTT GCC [C / G]AC C[G / A]C鄄3忆(上海桑尼生物技术有限公司合成)。 扩增片段包含功

能性氨基酸残基的密码子,片段长度为 492—495bp。
PCR 反应体系(50 滋L):TaqDNA 聚合酶缓冲液 5. 0 滋L,MgCl22. 5 mmol / L,dNTPs 各 0. 2 mmol / L,上游和

下游引物各 0. 4 滋mol / L,DNA 模板 50—100 ng,TaqDNA 聚合酶(TaKaRa) 1U, 无菌水补水至 50 滋L。 PCR 反

应条件如下:95益 5 min;35 个循环为 95 益 45 s,62 益 45 s,72 益90 s;72益终延伸 20 min。 PCR 扩增反应仪:
Eppendorf Mastercycler。

扩增的 PCR 产物用 PCR 纯化试剂盒(TaKaRa)纯化,方法按说明进行。 PCR 产物纯化后连接到 pGEM鄄T
载体,构建重组质粒,通过蓝白斑筛选,从不同施肥处理中选择阳性克隆送至华大基因湖北分公司测序。 将所

得的序列在 NCBI 中进行同源性比对( http: / / blast. ncbi. nlm. nih. gov / Blast. cgi),利用稀疏曲线(Estimates
win7. 51) 进行多样性分析[16]。
1. 4摇 LUBSHUFF 分析处理间差异

利用 LUBSHUFF 软件(http: / / LUBSHUFF. mib. uga. edu / )比较不同施肥处理下,固碳细菌群落组成是否

存在差异[17]。
1. 5摇 土壤固碳细菌数量测定

采用实时荧光定量(Real鄄time PCR)测定细菌 cbbL 基因拷贝数,引物 primer K2f / V2r,10 滋L 反应体系组

成如下:2伊SYBR Premix Ex TaqTM5 滋L,10 滋mol / L 上游和下游引物各 0. 5 滋L,各浓度梯度的质粒标准样品
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DNA 1 滋L,无菌水 3 滋L。 荧光定量 PCR 程序:按(TaKaRa)试剂盒操作说明书进行两步法 SYBR I 荧光定量

PCR 扩增,定量分析土壤固碳功能细菌数量。 荧光定量实时 PCR 仪:ABI 7900, Foster City, CA, USA 。
标准曲线制作:将测序获得的已知种属的阳性克隆子扩增培养后提取质粒 DNA,紫外吸收定量法

(OD260) 检测浓度后, 将其进行 10 倍梯度稀释,形成 103—108拷贝 / 滋L,作为 cbbL 基因的荧光定量的标准样

品。 所有样品均 3 次重复。 以初始模板 DNA 量的对数为横坐标,以 PCR 反应过程中每个稀释样品的 Ct 值为

纵坐标,绘制 cbbL 基因定量的标准曲线。 标准曲线为 Ct = - 3. 716lgC + 32. 057 (R2 = 0. 991),扩增效率

为 86% 。
土壤固碳细菌的数量检测:将土壤微生物 DNA 样品稀释至 5 ng / 滋L 左右作为模板,反应程序和体系反应

体系同上。
1. 6摇 统计分析

所有测定结果均为 3 次重复的平均值,所得数据采用 Excel 2003 和 SPSS 16. 0 软件进行处理与统计分

析,各处理平均值差异显著性检验采用 Duncan 法,相关性分析采用 Pearson 法。
2摇 结果

2. 1摇 土壤理化性质

3 种施肥处理土壤样品的部分理化性质见表 1。 长期不同施肥制度的土壤理化性质发生了较大分异,秸
秆还田处理的土壤有机质,速效养分含量均高于不施肥和化肥处理,而 pH 值相对较低。

表 1摇 3 种不同施肥处理方式下稻田土壤的基本理化性质

Table 1摇 The physical and chemical properties of the three fertilizer treatmental paddy soils

处理
Treatments pH 有机碳 SOC

/ (g / kg)
全氮 TN
/ (g / kg)

碱解氮
Available N
/ (mg / kg)

有效磷
Olsen P

/ (mg / kg)

速效钾 Available K
/ (mg / kg)

CK 6. 8依0. 1 a 18. 01依0. 44 c 1. 76依0. 03 c 144. 08依6. 35 c 9. 23依0. 39 b 43. 78依0. 97 a

NPK 6. 6依0. 1 a 19. 06依0. 32 b 1. 98依0. 03 b 159. 01依2. 65 b 9. 37依0. 18 b 44. 25依0. 79 a

NPKS 6. 2依0. 1 b 23. 42依0. 01 a 2. 44依0. 05 a 171. 74依2. 66 a 10. 25依0. 37 a 46. 41依1. 45 a

摇 摇 平均值依标准偏差(n=3);相同的字母代表同一区组内数值差异不显著(P<0. 05);CK 代表不施肥处理,NPK 代表化肥处理;NPKS plus crop

residue return 代表秸秆处理,下同

2. 2摇 多样性和系统发育分析

从 3 种施肥处理的稻田土壤 DNA 样品中成功扩增了 cbbL 基因,通过 Clustal W 软件比较序列的相似性,
将相似性大于 98%的序列归为同一种可操作分类单元(Operational taxonomic unit, OTU)。 从 CK,NPK,NPKS
处理的土壤中分别获得了 48 个,65 个,52 个 OTUs,序列间的相似性 64%—98% 。 本研究获得的 165 个 cbbL
基因型大致分布在 14 个细菌属 (图 1):产碱菌属 ( Alcaligenes)、氨基杆菌属 ( Aminobacter)、固氮螺菌属

(Azospirillum)、慢生根瘤菌属(Bradyrhizobium)、着色菌属(Chromatium)、分枝杆菌属(Mycobacterium)、亚硝化

螺菌属(Nitrosospira)、劳尔氏菌属(Ralstonia)、红细菌属(Rhodobacter)、红假单胞菌属(Rhodopseudomonas)、聚
球蓝细菌属(Synechococcus)、硫杆菌属(Thiobacillus)、硫螺菌属(Thiohalospira)、黄色杆菌属(Xanthobacter)。

不同施肥处理固碳细菌种属分布及相对丰度不同(图 1)。 CK 处理的 cbbL 基因型类群最少,仅分布在 11
个细菌属,其中优势种属为慢生根瘤菌,亚硝化螺菌,劳尔氏菌和硫杆菌,相对丰度分别为 17. 4% ,19. 6% ,
14. 1%和 25. 1% 。 NPK 处理的 OTUs 在 14 个细菌种属中均有分布,其中氨细菌属,慢生根瘤菌属,劳尔氏菌

属和硫杆菌是该处理的优势种群,相对丰度为 13. 9% ,15. 7% ,16. 5%和 13. 9% 。 NPKS 处理的 OTU 除着色

菌属和硫螺菌属外在其他 12 个细菌属中有分布,优势种群为产碱杆菌,慢生根瘤菌,劳尔氏菌和硫杆菌,它们

在克隆文库中所占比例分别为 18. 4% ,24. 5% ,14. 0% 和 10. 5% 。 与 CK 处理相比,施肥(NPK 和 NPKS)处
理产碱杆菌相对丰度明显增加,而亚硝化螺菌丰度显著下降。 另外,NPK 处理的氨细菌丰度远高于 CK 处理

和 NPKS 处理,CK 处理和 NPKS 处理之间差异不明显。
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图 1摇 CK, NPK 和 NPKS 处理中固碳菌类群在基因文库中所占比例

Fig. 1摇 Distribution of cbbL gene phylotypes among the clone libraries of CK, NPK, NPKS treatments

2. 3摇 稀疏曲线

稀疏曲线的结果显示,NPK 处理中细菌 cbbL 基因的多样性高于 CK 和 NPKS 处理,NPKS 处理的多样性明

显高于 CK。 此外,3 种施肥处理获得的 cbbL 基因稀疏曲线都没有达到平台期 (图 2)
2. 4摇 LUBSHUFF 比较处理间的差异

LUBSHUFF 软件统计结果显示,cbbL 克隆文库在 CK 与 NPK 及 NPKS 处理之间存在显著性差异(P<
0郾 05),说明化肥或者化肥和有机肥的联合施用能够对含 cbbL 基因的细菌群落组成造成显著性的影响。
2. 5摇 施肥对稻田土壤固碳细菌数量的影响

用实时荧光定量 PCR 对不同处理稻田土壤细菌 cbbL 基因的丰度进行分析(图 3)。 稻田土壤 3 种施肥处

理 cbbL 拷贝数量分别为 3. 35伊108—5. 61伊108拷贝 / g 土。 施肥处理土壤(NPK 和 NPKS)cbbL 数量显著高于不

施肥处理(CK),其中,NPKS 处理的 cbbL 数量最多,显著高于 CK 和 NPK 处理(P<0. 05),约为 CK 的 1郾 5 倍。

NPKS

图 2摇 细菌 cbbL 克隆文库的稀疏曲线
Fig. 2摇 Rarefaction curve of clone libraries of bacterial cbbL
一种可操作分类单元(Operational taxonomic unit, OTU)

图 3摇 不同施肥处理土壤固碳基因(cbbL)数量

Fig. 3摇 The cbbL abundance quantified from the three fertilization

treatment soils

781摇 1 期 摇 摇 摇 袁红朝摇 等:长期施肥对稻田土壤固碳功能菌群落结构和数量的影响 摇



http: / / www. ecologica. cn

2. 6摇 固碳细菌多样性、数量与土壤理化性质的关系

利用 SPSS 软件分析了 cbbL 基因数量与土壤理化性质的相关性。 结果显示,cbbL 数量与土壤有机质和氮

磷钾养分含量有显著的正相关关系(R>0. 844,P<0. 05,n=9), 其中与有机质的关系最为密切(R=0. 919, P<
0. 01,n=9),而与土壤 pH 值有显著的负相关关系(R = 0. 783,P<0. 05,n = 9)。 通过对 cbbL 基因多样性及所

测得的土壤理化性质的变化趋势进行比较,未发现两者之间存在明显相关关系。
3摇 讨论与结论

长期施肥对土壤固碳细菌种群结构产生了明显的影响。 本研究从稻田土壤中获得的 cbbL 基因型大致分

布在 14 个细菌种属中,主要分为两大类群,即严格自养菌和兼性自养菌,其中氨细菌,硫杆菌,亚硝化螺菌等

为严格自养菌,而产碱杆菌,慢生根瘤菌,劳尔氏菌等为兼性自养菌[18鄄20]。 施肥导致严格自养菌和兼性自养

菌的群落结构产生明显变化,即严格自养菌丰度显著下降,而兼性自养菌丰度增加。 CK 处理中,严格自养固

碳菌所占比例较大,超过了 50% ,而在 NPK 处理为 31% ,NPKS 处理最低,仅为 17% 。 究其原因可能有以下两

方面:1)施肥改变了土壤环境和养分含量,与不施肥相比,施肥(化肥和秸秆还田)处理的氮磷钾等养分含量

提高,土壤 pH 值下降,特别是秸秆还田处理的土壤有机质和速效养分含量均显著高于不施肥处理和化肥处

理。 2)不同类型细菌的生存策略不同,生长所需要的养分不同。 严格自养菌生长需要无机离子(NH+
4,NO-

3,
Fe2+等)作为电子供体。 而且,与兼性自养菌比较,严格自养菌更喜好较低有机质含量和养分贫瘠的土壤环

境[8]。 兼性自养菌能适应更多环境条件,特别是产碱杆菌(Ralstonia eutropha 和 Alcaligenes eutrophus)不仅能

通过 Calvin 循环进行自养生长,而且还能够利用丰富的多糖类物质作为碳源合成自身有机物质鄄聚羟基烷酸

酯[20]进行异养繁殖。 施肥通过改变土壤环境和养分含量对微生物的生长和代谢活性产生影响。 施化肥

(NPK)处理中大量氮肥(NH+
4 鄄N)投入,导致该处理中氨细菌种群优势明显增加,而有机质的大量投入让严格

自养菌的生长受到抑制,产碱杆菌等兼性自养细菌种群丰度增加。 LUBSHUFF 结果显示 NPK 和 NPKS 处理

的细菌 cbbL 基因文库与 CK 相比都达到了显著性差异(P<0. 05),进一步说明这两种施肥制度明显改变了土

壤固碳细菌的群落结构。 另外,施肥还影响了细菌 cbbL 多样性,施化肥(NPK)细菌 cbbL 多样性最高,其次是

NPKS,CK 处理最低。 从稀疏曲线也可看出同样的趋势。 这可能是由于施用的 NPK 能提供均衡的养分,增加

土壤细菌 cbbL 基因的多样性,而在 NPK 基础上施用秸秆(NPKS)后,使土壤有机质含量升高而 pH 值下降,使
某些严格自养菌无法生存或是趋同进化,因此 cbbL 基因多样性有所下降。 这一结果与 Selesi[8]等的研究基本

一致。 虽然本文测序的克隆数达 90—120 个,超过大多数文献报道的测序数(一般 30—50 个) [8鄄12,21],但由于

cbbL 基因的稀疏曲线还未达到平台期,进一步说明水稻土细菌 cbbL 基因多样性较高。
施肥对 cbbL 基因数量的影响与种群结构变化规律不完全一致,与不施肥相比,施用化肥及有机肥与化肥

配施均可以显著的提高 cbbL 基因数量,特别是秸秆还田处理的 cbbL 基因数量最多,统计分析结果显示土壤

cbbL 基因数量与土壤有机质含量关系最为密切,显著正相关,该结论与 Selesi[22] 研究施肥对土壤兼性自养菌

数量影响的结果一致。 这是由于施用肥料后,土壤中的营养元素和有机质含量增加,土壤 pH 值下降,土壤养

分的有效性提高,为土壤兼性自养菌提供了生长所需的营养元素以及丰富的碳源和能源,细菌生长活性增加。
本研究表明长期施肥制度可能深刻影响了土壤固碳细菌群落结构,多样性及数量。 施用有机肥后,细菌

cbbL 基因多样性和数量显著提高。 研究结果可为深入探讨施肥对稻田土壤固碳潜力影响及其机理研究提供

有力的依据。 当然要深入了解土壤固碳过程,一次采样和单个基因并不能表征水稻土微生物固定 CO2的真实

过程。 首先,不能排除季节性因素和时空变化的影响。 其次,一些其他的 CO2固定途径也应加以考虑,如厌氧

乙酰辅酶 A[23],还原性三羧酸循环[24],琥珀酰辅酶 A[25],需要定量研究这些生物固碳过程中的关键基因及其

表达特征,了解这些微生物固定 CO2的具体贡献。
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